














characteristics,  seven  commercial  varieties,  which  have  been  recommended  for  production  in 
Portugal, were submitted for one‐week HT treatment ten days after anthesis. Firstly, predicted grain 
technological quality was determined by giving high scores for all varieties studied, based on the 















Hexaploid wheat  (Triticum  aestivum  L.)  is  the  third most  produced  cereal worldwide  and 
provides nearly 20% of the world’s daily food supply based on calorie intake [1]. Wheat aptitude in 
producing  unique  food  products,  like  bread  depends  on  grain  quality,  and  determined  by 
parameters, such as protein and starch composition, grain hardness and  flour color. Wheat grain 
storage proteins are classified into three main classes, based on their solubility: Albumins, globulins 
and prolamins. Albumins and globulins constitute 10  to 22% of  total  flour protein and have high 














Granule‐bound Starch Synthase  I  (GBSSI), also  called waxy protein,  is a key  enzyme  in amylose 
synthesis in the endosperm tissue [4]. Hard or soft wheat kernel textures are also determinants for 
milling properties and wheat end‐use quality, since soft wheat kernels result in finer flour suitable 
for  cookies,  cakes  and  pastries, while  hard wheats  are  used  in  breads  leavened  by  yeast. Grain 
hardness is mostly controlled by Puroindolines A and B [5].   
A significant decrease in wheat productivity is expected due to climate changes and temperature 




[7,8].  Altogether,  it  is  presently  consensual  that  high  temperature  has  great  impact  on  grain 
composition,  and  expression  patterns  of  key  quality‐related  genes  at  an  early  stage  of  seed 
development [9–14]. Heat waves, defined by the World Meteorological Organization as five or more 
consecutive days of heat in which the daily maximum temperature is at least 5 °C higher than the 
average maximum  temperature[15], have been  recently predicted  to be particularly  frequent and 







varieties were  used, which were  recommended  to  be  used  in  Portugal,  based  on  phenological, 





Portugal. Twenty  seeds  from  each  commercial variety were germinated and grown  in  controlled 
conditions with 16h light 25 °C/8h dark 20 °C and three‐week old plants were then transferred to soil 
































the  Spectrumᵀᴹ  Plant  Total  RNA  Kit  (Sigma‐Aldrich,  Inc,  St.Louis,  Missouri),  and  following 
manufacturer’s  instructions.  After  RNA  concentrations  and  integrity  verification  executed  as 
described above, 2μg of total RNA was used for RQ1 RNase‐Free DNase digestion (Promega, USA) 
and first strand cDNA synthesis using RevertAid H Minus Reverse Transcriptase with Oligo(dT)18 
primer  (Thermo Fisher Scientific  Inc, Waltham, Massachusetts). Quantitative Real‐time PCR  (RT‐
qPCR) was performed using BIO‐RAD  IQ5 Multicolor Real‐Time PCR detection System with  the 
SsoFastTM EvaGreen® Supermix (Bio‐Rad Laboratories, Inc., Hercules, California, CA, USA). Each 
20μL PCR mix  consisted  in  5μL  SsoFast EvaGreen  supermix,  1μL of  forward  and  reverse gene‐
specific primers (10nM each) and 1μL of cDNA (1:20 dilution). PCR amplification conditions followed 
those established in the reference of each primer pair, presented in Supporting information (S2 Table) 
and monitored via  intercalation of Eva‐Green.  In all quantification experiments,  four endogenous 
reference genes with  stable expression across a wide  range of developmental and  environmental 
conditions [18] were used: ADP‐ribosylation factor, Ubiquinol‐cytochrome C reductase iron‐sulfur subunit, 
Superoxide dismutase [Cu‐Zn] and Glyceraldehyde 3‐phosphate dehydrogenase. Each run was completed 
with  a  melting  curve  analysis  and  PCR  products  separation  by  electrophoresis,  as  previously 
described  to  confirm  single  amplification products. Quantification  analysis was performed using 
threshold cycles (Ct), equilibrated with mean of the four housekeeping genes previously tested for 
transcription stability under HT conditions, to calculate ∆Ct (∆Ct = Ct gene of interest − Ct mean of 
reference  genes).  The measured  gene  transcription  levels  (ΔCt)  obtained  for  the  seven  varieties 






Mature grains  from  the  first spike of control and high  temperature  treated plants  from each 
variety were grounded  individually using Cryomill  (Retsch GmbH, Haan, Germany) and protein 
fractions were  then separated accordingly with modified Osborne method  [19]. This procedure  is 
based in the successive extraction of different fractions (albumins, globulins, gliadins and glutenins), 
according to their solubility in water or in 0,5N sodium chloride aqueous solution, 70% ethanol and 
50%  1‐propanol  +  1%  dithiothreitol  (DTT),  respectively.  Each  fraction  was  obtained  in  the 
supernatant, after 30 min of vigorous shaking, followed by centrifugation for 5min at 8000g.   
Comparative  quantification  of  protein  extracts  was  spectrophotometrically  performed  in 
triplicates for each extract through Bradford method [20], using Bradford Protein Assay Dye Reagent 












Table  1. High Molecular Weight  glutenin  subunits,  waxy  and  puroindolines  allelic  composition  and 
correspondent predicted flour technological characteristics. 













Ax  2*  1  2*  1  2*  1  2*  Null 
Bx + By  17 + 18  7 + 8  7 + 9 
17 + 
18 
7 + 8  17 + 18  7 + 8  7 + 8 
Dx + Dy  5 + 10  5 + 10  5 + 10  5 + 10  5 + 10  5 + 10  5 + 10  2 + 12 
Glu‐1 
Score 







  Wx‐A1  WT  WT  WT  WT  WT  WT  Null  WT 
Wx‐B1  Null  WT  WT  WT  WT  WT  WT  WT 



























s Pina‐D1a  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  + 
Pinb‐D1a  ‐  +  ‐  +  ‐  +  ‐  + 
Hardness  Hard  Hard  Hard  Hard  Hard  Hard  Hard  Soft 
Glu‐1 loci: Numbers correspond to the allele present  in each subunit (x and y) of each Glu‐1  locus 










weights,  respectively.  The  subunits  encoded  by  the  Glu‐D1  have  a  predominant  effect  on 
technological  properties  of  bread wheat  and  the Glu‐D1d  allele with  1Dx5  and  1Dy10  subunits, 
previously associated with stronger dough and superior end‐use quality  [21], was detected  in all 
varieties studied.   









[reviewed  in  21].  The  analysis  of  this  locus  disclosed  however  some  intervarietal  diversity  as 
Almansor, Estero and Pata Negra present Bx17 + By18 subunits, whereas Antequera, Nabão and Roxo 
are characterized by Bx7 + By8 subunits and Bancal by subunits Bx7 + By9. The first two combinations 
are  related with  better  breadmaking  quality while  the  Bx7  +  By9  subunit  combination  confers 
intermediate quality characteristics for bread production [22].   









waxy none of  the proteins are present  (type 8)  [23]. The analysis of genes coding Waxy proteins 
























properties  [22].  Thus,  transcriptional  levels  of  genes  associated with wheat  grain  quality were 
evaluated in five plants per variety 17 daa ‐ milk stage kernel, when carbohydrates and proteins are 
deposited [24]. RT‐qPCR was performed for the five active HMW‐GS genes (Ax, Bx, By, Dx, Dy), for 
both  puroindoline  genes  (Pina  and  Pinb),  as well  as  for  gene  encoding  Granule  bound  starch 





differences  between  varieties  (Figure  1).  Bancal  presents  the  lower  Ax  gene  expression  value, 
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significantly  different  from  Almansor,  Estero,  Nabão  and  Roxo.  Regarding  Glu‐B1  gene,  no 
significant  differences  were  detected  in  Bx  subunit  while  By  presented  a  significantly  higher 









biological  replicates.  Different  letters  (control)  and  numbers  (treatment)  indicate  significant 
differences  between  varieties  and  (*)  show  statistical  differences  between  control  and  treatment 
values (p < 0,05). 





Whereas,  Pinb  transcription  levels  were  significantly  higher  in  Almansor  and  Estero  only  in 
comparison with Pata Negra. 






five  biological  replicates. Different  letters  (control)  and  numbers  (treatment)  indicate  significant 
differences  between  varieties  and  (*)  shows  statistical differences  between  control  and  treatment 
values (p < 0,05). 
Granule Bound Starch Synthase I expression levels, related to amylose synthesis in grains, were 




Altogether  these  results clearly show  that, although no  intervarietal diversity was predicted, 




Predicted  increasing  temperatures  can  affect  several  aspects  of wheat production,  and  high 
temperature peaks during grain filling phase can be particularly detrimental [reviewed in 26]. Thus, 
we further evaluated the expression levels of HMW‐GS, GBSSI and puroindolines genes in immature 





in  Bancal  the  increase  on  HMW‐GS  Dy  gene  transcription  level  induced  by  HT  treatment  is 
significant.  The  results  obtained  show moreover  that,  after HT  treatment,  the  HMW‐GS  genes 
transcripts  levels  become  similar  between  varieties,  markedly  contrasting  with  the  variability 
previously observed in control plants.   
Transcription levels of several starch biosynthetic enzymes were shown to be affected by high 
temperature  exposure  from  anthesis  to  maturity,  reducing  starch  content,  granule  size  and 
distribution  and  duration  of  starch  accumulation  [10].  In  the  present  work,  however,  the  HT 
treatment, which was restricted to one week during grain filling, only induced a significant increase 
on  GBSSI  gene  transcription  in  Roxo  variety.  Nevertheless,  as  observed  in  control  plants,  no 
significant differences for GBSSI were observed between varieties after HT. Also, Altenbach et al. [9] 
and Hurkman et al. [10] detected small changes on the levels of HMW‐GS and GBSS transcripts and 
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the  anticipation  of  transcripts  accumulation  period  in  wheat  plants  from  the  variety  Butte  86 
submitted to high temperatures (37/28 °C).   
In relation to Pina genes associated to grain hardness, transcripts levels of Almansor after HT 












Wheat grain protein  fractions—albumins, globulins, gliadins  and glutenins, determinant  for 
grain quality, were quantified spectrophotometrically using Bradford reagent [20] in mature grains 
from control and HT treated plants. 





of  control  and  HT  treated  plants  (Figure  3a)  revealed  significant  alterations  in  Almansor  and 





mature  grains  of  plants  exposed  to  high  temperature  treatment  during  grain  filling  stage  in 
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comparison with plants kept in control conditions. (b) Gliadin/glutenin ratios for control and treated 
plants. Different  letters  (control) and numbers  (treatment)  indicate significant differences between 
varieties and (*) shows statistical differences between control and treatment values (p < 0,05). 
It must be emphasized  that  flour quality  for bread making depends on  the balance between 
gliadins and glutenins for the required equilibrium between dough viscosity and elasticity/strength 
[27].  The  value  of  the  gliadin/glutenin  (gli/glu)  ratio  is,  therefore,  particularly  important,  being 
negatively  related  with  dough  development  and  stability  [28].  Antequera  and  Bancal  varieties 












with predicted  inferior quality  regarding dough development,  compared with all other varieties. 
Although,  it  is clearly a marked  intervarietal variability  in mature grains composition  induced by 
short HT  treatments. These  results  are  not  in  accordance with  transcriptional  analysis  of HMW 





in  continuous  long‐lasting heat  stress  [9–14],  in  the present work  the  impact of heat waves was 
comparatively assessed  in seven bread wheat varieties recommended to be produced  in Portugal. 
Besides the similarity of the allelic composition of genes associated to flour technological qualities of 
the  genotypes  analyzed,  both  transcription  and  protein  fraction  content  evaluations  disclosed 
considerable  diversity  in  heat  stress  response  of  the  varieties  studied.  Transcription  patterns 
variability detected between distinct varieties in control conditions was significantly reduced in HT 
treated plants. On the other hand, the heat impact on mature grain protein‐fractions content and in 
gliadin/glutenin  ratios  revealed  higher  intervarietal  diversity.  The  novelty  of  the  present work 
contributes  to  the development  of  an  integrative portrait  of  the  complexity of plant  response  to 
thermal constraints, which are essential for planning breeding programs oriented to face the climatic 
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